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論文内容要旨
 臓器移植の際には,Th1を介した細胞性免疫応答が活性化されることが知られており,膵ラン
 ゲルハンス島移植においても移植片周囲の環境はThl優位であることが報告されている。IL-10
 はTh2細胞から産生され,Th1細胞やマクロファジーに抑制的に関与するサイトカインである。
 本研究の目的は,IL-10を用い,移植ラ島局所のみの免疫作用によるラ島生着延長誘導の可能
 性を評価することである。また同時に,移植ラ島の生着と拒絶反応を,マウス背部に作成した
 skinfoldchamberを用い,生体顕微鏡観察システムにて直視下で経時的に観察し,新生血管に
 対するIL-10の保護作用を経時的に検討した。
 方.法
 ドナーには,12-14週齢雄性BALB/cマウスと6-8週齢雄性ICRマウスを用い,レシピエント
 には,6週齢雄性BALA/cマウスを使用した。コラゲナーゼ消化,デキストラン濃度勾配法に準
 じてマウス膵ランゲルハンス島を採取した。
 同種移植の系におけるIL-10の局所産生下での生着延長効果を観察するため,採取したICRマ
 ウスのラ島の一部に,アデノウイルスをベクターとしてID-10遺伝子を導入した。始めに,アデ
 ノウイルスによる遺伝子導入効率を検討し,アデノウイルス感染後のviabilityを検討した。導
 入後のIL-10の産生と,インスリン産生を確認した。次に,invivoにおいて長期の細胞観察期
 間中容易にラ島の位置を同定するために,ラ島を蛍光色素で染色した。
 これを,BALB/cmiceの背側皮膚に作製したskinfoldchamber内へ移植し,3日毎に経時的
 に蛍光顕微鏡下で観察し,ビデオシステムにて記録,解析した。同系移植モデルとしてBalb/c
 miceのラ島を,同種移植モデルとしてICRmiceのラ島(IL-10導入群,Lac-Z導入群,無処置群)
 を,Balb/cmiceへそれぞれ移植した。
 観察終了後,skinfoldchamber部を切除して凍結標本とし,ヘマトキシリンーエオジン染色
 を施行した。
結果
 Lac-Zによるアデノウイルスの導入効率は,10MOIで1時間接触させて30%,6時間で40%,
 looMolで1時間接触させて50%,6時間で85%であった。viabilityは,非感染細胞で90%,
 10MOIで90%,100MOIで70%と,アデノウイルスによる細胞毒性がMOI依存性に認められ
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 たが,接触時間による差は認めなかった。IL-10の産生量は,アデノウイルスのMOIと接触時
 間に依存性に増量していたが,インスリン産生量は,viabiHtyに比例していた。
 移植後の観察では,同系移植モデルで移植3日目にラ島周囲にcapillarysproutが出現し,6
 日目よりsprout間の交通が認められるようになり,10日目には新生血管がne七workを形成しラ
 島を栄養していた。同種移植モデルでは移植3日目にラ島周囲にcapillarysproutが出現し
 sprout間の交通を認めたものの,networkの完成をみないまま,12日目までに新生血管は狭小
 化し退縮した。しかし,IL-IG遺伝子を導入したラ島では自家移植と同様の経過でnetworkを形
 成し,Lac-Z遺伝子導入群が拒絶された10日目以後も良好な血流を保ち続けた。
 生着延長が認められたラ島の周囲には,リンパ球の浸潤を認めなかった。
考察
 本実験ではう島に対する拒絶反応を,skinfoldchambermodelを用いることにより移植早期
 から直視的,経時的に観察し得た。これまで,skinfoldchamberを用いた免疫抑制下における
 血管新生形成過程の観察に関する報告はなく,新しい知見である。同系移植と同種移植を比較し
 て経過をみると,血管新生が始まり血管内皮が増殖した後に拒絶が起きていることが判明したこ
 とから,血管内皮細胞がグラフトの拒絶反応において何らかの役割を演じていることが示唆され
 る。一方,IL-10導入膵ラ島では新生血管網が完成され,ラ島の形態も保たれていた。IL-10が
 新生血管の形成過程を保護することにより,ラ島の生着を誘導している可能性が示唆された。
 IL-12はIFN一γを誘導し,MHCclassI,Hの発現を刺激し抗原提示を増強させるとともにIL-2
 receptorの発現を誘導してCTLの増殖を刺激している。IL-10はこれらIL-12の作用に拮抗的に
 働き,CTLの誘導を阻害している。組織所見では,IL-10導入膵ラ島周囲には,拒絶されたラ島
 周囲のようなリンパ球浸潤がみられず,この作用を支持していると考えられた。
 移植早期のラ島局所の免疫環境をIL-10を用いて制御することにより,移植早期の新生血管破
 壊の抑制と,移植ラ島の生着延長効果が得られることが判明した。
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 審査結果の要旨
 臓器移植の際には,Th1を介した細胞性免疫応答が活性化されることが知られており,膵ラン
 ゲルハンス島移植においても移植片周囲の環境はTh1優位であることが報告されている。
 本研究は,Th2細胞から産生され,Th1細胞やマクロファージに抑制的に関与するサイトカイ
 ンであるIL-10を用い,移植ラ島局所のみの免疫制御によるラ島生着延長誘導の可能性を評価し,
 また同時に,移植ラ島の生着と拒絶反応を,マウス背部に作成したskinfoldchamberを用い,
 生体顕微鏡観察システムにて直視下で経時的に観察し,新生血管に射するIL-10の保護作用を経
 時的に評価することを目的としている。
 まず,著者は,ドナーから採取したラ島に,アデノウイルスをベクターとしてIL-10遺伝子を
 導入した。これを,レシピエントの背側皮膚に作製したskinfoldchamber内へ移植して3日毎
 に経時的に蛍光顕微鏡下で観察し,ビデオシステムにて記録,解析した。同種移植の系における
 IL-10局所産生モデルと同系移植モデル,Lac-Z移植モデルの新生血管形成過程を比較したとこ
 ろ,IL-10遺伝子を導入したラ島では同系移植と同様の経過でnetworkを形成し,Lac-Z遺伝子
 導入群が拒絶された10日目以後も良好な血流を保ち続けるという結果を得た。
 本研究ではう島に対する拒絶反応を,skinfoldchambermodelを用いることにより移植早期
 から直視的,経時的に観察し得たが,これまで,skinfoldchamberを用いた免疫抑制下におけ
 る血管新生形成過程の観察に関する報告はなく,新しい知見である。血管新生が始まり血管内皮
 が増殖した後に拒絶が起きていることが観察されたことふら,血管内皮細胞がグラフトの拒絶反
 応において何らかの役割を演じていることが示唆され,一方,本研究によってIL-10導入膵ラ島
 では新生血管網が完成され,ラ島の形態も保たれていることから,IL-10が新生血管の形成過程
 を保護することにより,ラ島の生着を誘導している可能性が強く示唆された。
 以上より,移植早期のラ島局所の免疫環境をIL-10を用いて制御することにより,移植早期の
 新生血管破壊の抑制と,移植ラ島の生着延長効果が得られることを,直視下で,かつ経時的に評
 価し得た本研究は,新しい知見にとみ,その意義も深く,・・卜分に学位に値するものと考えられる。
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